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Abstract (Basic) : DE 10112825 Al 

NOVELTY - Production of a covalent conjugate (I) of hydroxyethyl 
starch (HES) and an active agent (A), comprises reacting HES and (A) in 
a reaction medium. 

DETAILED DESCRIPTION - Production of a covalent conjugate (I) of 
hydroxyethyl starch {HES) and an active agent (A) , comprises reacting 
HES and (A) in a reaction medium, the reaction medium consists of water 
or a water-organic solvent mixture containing at least 10 weight. % 
water . 

An INDEPENDENT CLAIM is included for (I) . 

USE - (I) are used in medicament or diagnostic compositions 
(claimed). Conjugation with HES { 'HES-ylation ' ) is useful for 
increasing the in vivo half-life, stability and solubility, improving 
the rheological properties and reducing the toxicity and immunogenicity 
of (A), while retaining the biological activity. 

ADVANTAGE - Reaction of HES and (A) in an aqueous medium (rather 
than in potentially toxic organic solvents) suppresses side-reactions 
and provides purer, less toxic conjugates (I) . The need for strict 
quality control to ensure the absence of solvent residues and problems 
of denaturation of protein or peptide drugs by solvents are eliminated. 
The products retain a high level of activity and are easy to isolate. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG istgestellt 
(§) HESylierung von Wirkstoffen in wassriger Losung 
(57) Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Her- 
stellung eines kovalenten HES-Wirkstoff-Konjugates, bei 
denen man HES und einen Wirkstoff in einem Reaktions- 
medium miteinander umsetzt, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Reaktionsmediu m Wasser oder ein Gemisch von 
Wasser mit organischem Losungsmittel, welches minde 
stens 10 Gew.-% Wasser umfasst, ist. 
Die Erfindung betrifft ferner die HES-Wirkstoff-Konjugate, 
die nach diesen Verfahren herstellbar sind, sowie Verfah- 
ren zur Herstellung von Arznei- und Diagnosenltteln, die 
entsprechende Verfahren zu r Herstellung eines HES-Wirk- 
stoff-Konjugates umfassen. 



If) 

3 



BUNDESDRUCKEREI 08.02 102 400/335/1 



10 



DE 101 12 825 A 1 



Beschreibmig 

[0001] Die voiiiegende Erfindung betrifft Verfahren zur Modifizierung von Wirkstoffen mit Hydroxyethylstarke 
(HES), bei denen eine kovalente Bindung der Hydroxyethylstarke an die Wirkstoffe in wassriger Losung erfolgt. Die Er- 
s findung betrifft ferner die HFs V off-] m'ugare die nacn diescn Vertahien heistelLbar sind, sowie Verfahren zur 
Herstellung von Aizneimitteln, die entsprechende Verfahren zur Herstellung eines HES-Wirkstoff-Konjugates umf assen. 

TECHNISCHER FflNTERGRUND 

10 [0002] Der klinische Einsatz vieler Pharma-Wirkstoffe wird dureh eine Reihe von Problemen beeintracbtigt (vgl. Del- 
gado et al„ Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, W. 9 (3, 4), (1992) S. 249-304). Parenteral verab- 
reichte native Proteine unterliegen beispielsweise der Ausscheidung durch das retikuloendotheliale System, die Leber, 
die Niere und die Milz. Die Ausscheidung etfolgt dabei in Abhangigkeit der Ladung der Kohlenhydratketten, der Pra- 
senz zellularer Rezeptoren fflr das Protein und von der N kiilform l-grol iu hlussgrenze der Glomerular- 

15 filtration der Niere liegl beispielsweise bei etwa 67 kD. 

[0003] Als Folge proteolytischer Degradation ist ferner ein schneller Verlust der biologiscben Aktivitat zu beobachten. 
[0004] Bakteriell exprimierte Proteine sowie andere rekombinante Proteine kormen eine erhohte Irrununogenitat auf- 
wciscn und lebensbedrohliche HypsrecnwiiviilMsrcjKiioneu provojaeren, Entsprechende Reaktionen verhindem nattir- 
lich die medizinische Verwendung dieser Produkte. 
20 [0005] Aus diesem Grand wurde im Stand der Technik bereits seit Ende der 70er Jahre systematisch an der Verbesse- 
rung der Eigenschaften exogener Proteine durch chemische Modifikation, insbesondere Polymerisation oder Kopplung 
an malcromolekulare Polymere geforscht. Viele Arbeiten konzentrierten sich dabei auf die Herstellung von Konjugaten 
aus Protcirtcn oder andcrcn Wirkstoffen einerseits und Polvcthylcr.glyko"; (PEG) andcrerseits (vgl, US 4,179,337), Die 
Vorteile, die man sich von diesen Kopplungsreaktionen erhoft'te, umfassen verbesserte in vivo Halbwertszeit der Pro- 
as teine, verringerte Toxizita:. verbesserte Stal litat un i si Mill dor WLrkstofl \buchowski und Davis, 
Enzymes as drugs, Holcenberg und Rubberts, Herausgeber, S. 367-383, John Wiley & Sons N, Y, (1981). 
[0006] Das Verfahren zur Kopplung der Wirkstoffe erwies sich jedoch als probknia'.i ch, ladie iktiveGruppe des Pro- 
teins durcb Kopplung an PEG inakriviert wurde oder die Reaktionen das Reaktionsprodukt nicbt in brauchbarer Aus- 
beutc liefbrten. Um cine spczifische Bindung zu erzielen, die die Aktivitat des Wirkstofts nicht bccintrachtigt, wurden 
30 aktive Gruppen in PEG oder den Wirkstoff eingefuhrt oder die Verbindungea mil einern Linker aneinander gebunden. 
Oblichorwcisc v L d 1 EG .1 tor miteiner aktiven Gruppe versehen, welchenaehfolgerd kovdersl an die .kopplungsfiihige 
(if, icv l ii j, bin n win 

[00071 So wurde e piel si sdei Verlust der Bindungsaktivitat von Antikorpern und deren Fragmenten nach deren 
Kopplung an PEG beschricben (Kitamura et a)., Cancer Res., Vol. 51 (1991), S. 4310-4-315; und Pedley, et al„ Br. J. Can- 
35 cer, Vol, 79 (1994), S, 1126-1130), Zur LSsung dieses Problems schlagen Chapman et al. (Nature Biotech,, Vol, 17 
(1999), S, 780-783) vor, PEG an bestimmte Bindungsstellen des Antikorpers zu binden. 

[0008] Der Aktivitatsverlustes des Kopplungspartners wird ferner in WO 95/13090 beschrieben, Zur Ldsung wird vor- 
geschlagen, PEG mit einer reaktiven Gruppe zu aktivieren und PEG fiber diese reaktive Gtv ppe i n Gegenwart eines Hsn- 
sides an a-Interferon zu binden. Als bevorzugte reaktive Gruppe wird N-Succinimid-( ^arbonat genannt, das unter den ge- 

40 nannten Bedingungen mit der e-Aminogruppe des Lysin eine Urethan-Bindung ausbilden soil. 

[0009] Auch die WO 96/41813 offenbart Verfahren zur Herstellung ernes Polymer-Polypeptid-Konjugates, bei denen 
das Polymer (insbesondere PEG) an einer spezifisehen Stelle derivatisiert und anschlieBend an ein Polypeptid gebunden 
wird, Vorzugsweise wird dabei eine Atrdno-Oxi-Acctyl-Gruppc in PEG eingebracht und diese Verbindung anschlieBend 
an ein Polypeptid, insbesondere an IL-8, llG-CSF und IL-1 gebunden. 

•15 [0010] In dor Litcratw linden sich sotiiii eine Vielzahl von Beispielen fiir entsprechende Konjugate; vgl. PEG- Insulin- 
Konjugate in US 4,179,337, PEG-bovines-Hamoglobin-Konjugafein US 4,412,989, PEG-Ribonuklease-Konjugate und 

PEG-Superoxid. is La.se- <u:ij ,j Js in Veronese et al.. Applied Biochem. Biotech., Vol. 11, 141-152 (1995), PEG-IL- 

2-Konjugate oderPEG-rFN-p-Konjugatein US 4,766,106, PEG-Polymyxin-Konjugate in WO 90/15628 undPEG-IL-2- 
Konjugate in WO 90/07939. Einige Konjugate befinden sich inzwischen in der klinischen Anwendung. Beispielsweise 

so konnten die Eigenschaften t.;s 1 i ' in \ i n < j Ini liKniu s bildung mit PEG verbessert werden, und ein PEG- 
Asparaginase-Konjugat ist unter derMarke Oncaspar® fur die Krebstherapie kornmerziell erhaltlich. Eine grofie Anzahl 
wciterer Produkte befindet sich in den verschiedencn Phascn der klinischen Entwicklung (vgl. PEG-PipeHne unter 
www.enzon.com). 

[0011] Nicht nur Proteine sondetn auch andere Verbindungen wurden nach diesem Schema an PEG und andere Poly- 
55 mere gekoppelt. WO 97/33552 und WO 97/38727 offenbaren beispielsweise die Kopplung von Paclitaxel an PEG und 
die Vervvei ' « Its K ujuga . ban iun von Turnoren Die Verwend;mg eines ?EG-Cn:nptothecin-Konjugates 

zur Behandlung von Tumoren wird von der Firma Enzon in der klinischen Phase I untersucht. 

[0012] Ferner sind auch Kopplungsreaktionen mit drei Verbindungen durchgefiihrt worden, WO 93/23062 offenbart 
beispielsweise die Herstellung eines Kopplungsprodukr.es aus eir.em gegen ein B-Zell-Lympbom gerichteten Antikorper, 

60 aktiviertem PEG und einem Toxin. 

[0013] PEG-Protein-Konjugate weisen jedoch keine natiirliche Struktui auf, fiir die in vivo Abbauwege beschrieben 
wurden. Unter anderem aus diesem Grund sind neben den PEG- Konjugaten auch andere Konjugate und Protein-Polyme- 
risate fiir die Losung der oben genannten Probleme erzeugt worden. So gibt es cine Vielzahl von Verfahren zur Vernet- 
zung verschiedener Proteine und Bindung von Proteinen an Makromolekule (vgl. zusammenfassende Dastellung in 

(15 Wong, S. S ., "Chemistry of protein conjugation and cross linking", CRCS, Inc. (1993)). 

[0014] HES wird als Derivat eines natiirlicb vorkommenden Amylopekhns im Korper durch a-Amylase abgebaut, 
Auch die Herstellung von HES-Protoin-Konjugaten ist bereits im Stand der Technik beschrieben worden (vgl, HES-Ha- 
moglobin-Konjugate in DE 26 16 086 oder DE 26 46 854). 
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[0015] Hamoglobin ist ein Protein, das als Blutersatz- und Sauerstofrtrar rt-Mitt g, "Hiii globin-Based-Oxy- 
genCar-iet EBi )( inc g I I h n I F i tungl i q koi i Obgleich der Bedarf an einem derartigen Produkt je- 
doch bereits friihzeitig erkannt wurde (vgl. Rabiner, J. Exp. Med. 126, (1967) 1127), hat bishcr keines der bekannten 
HBOC-Produkte den Status eines zugelassenen Arzneimittels erreicht, 

[0016] Das natiirliche Hamoglobin besteht aus zwei a- und pVPeptidketten, die als prosthetische Gruppe jeweils ein 5 
Hamgebunlu i II 11 t I i L i t bll md zerfallen rasch in die stabilerena,p- 

Dimere (MG 32 kDa), Die biologische Halbwertszeil von isoliertem Hamoglobin im Blutkreislauf liegt bei etwa 1 
Stunde, da die Dimere schnell ilber die Nieren ausgeschicden werden, Daiei erzeugen die Dimere nephrotoxische Ne- 
benwirkungen (vgl. Bunn & Jandl, J. Exp. Mod. 129, (1967) 925-934). Entwicklungsarbeiten an derivatisierten Hamo- 
globin-Molekiilen waren daher in erster Linie darauf gerichtet, Hamoglobin intramolekular zu vernetzen, zur Bildung 10 
von polymeren HBOC-Formen intcn-iolekjlar zu yerkr.ijpfe- u.-d/oder an Polymere zu koppeln, 
[0017] Die bekannten Hamoglobin-Konjugate werden beispielsweise in Xue und Wong (Meth. in Enzymol., 231 
(1 994), S . 308-322) und in DE 26 16 086 und DE 26 46 854 beschriebcn. Letztere offenbart Verfahren mlttels derer Ha- 
moglobin an HES gebunden wird, indent HES zur.achst mit Natriuntperiodat umgesetzt wird. Dabei entstehen Dialde- 
hyde, an die Hamoglobin gebunden wird. Demgeger.iiber beschreibt die DE 26 1 6 086 die Kopplung von Hamoglobin an 15 
HES nach einem Verfahren, bei dem ztmachst ein Vernetztmgsmittel (z. B. Bromcyan) an HES gebunden wird und an- 
schlieGend Hamoglobin an das Zwischenprodukt gebunden wird. 

[0018] HES ist ein substituiertes Derivat des in Maisstarke zu 95% vorkommcndcn Kohlenhydrat-Polymcrs Amylo- 
pektin. HES weist vorteilhafte rheologische Eigenschaften auf und wkd zurzeit als Volumenersatzmittel und zur Hamo- 
dilutionstberapie klinisch eingesetzt (Sommermeyer et al., Rrankenhauspharmazie, Vol. 8 (8), (1987), S. 271-278; und 20 
Weidler et al., Arzneim.-Forschung/Drug Res., 41, (1991) 494-498), 

[0019] Amylopektin besteht aus Glucoseeinheiten, wobei in den Hauptketten a-l,4-glykosidische Bindungen vorlie- 
gen, an den Vcrzweigungsstcllen jcdoch a-l,6-glykosidiscbe Bindungen. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften 
dieses Molekills werden ini Wesentlichen durch die Art der glykosidischen Bindungen bestimmt. Aufgrund der abge- 
knickten a-l,4-glykosidischen Bindung entstehen heKkale Strukturen mit etwa 6 GIucose-Monomeren pro Windung. 25 
|002<l| Die physikalischchcmischen als auch die hiechemischen Eigenschaften des Polymers konnen durcb Substitu- 
tion verandert werden. Die Einfiibrung einer Ilydroxyethylgruppe kann durch alkalische Hydroxyethylierung erreicht 
werden. Durch die Reakhonsbedtngungen kann rac imlcrschcdlichc Tawliv.ul der icweilijjen :Tydroxylgruppe im un- 
nubsliiuterlen Cilinxweiinstutaer gegeniiber do: Hydraxyctaylicrjng ausgcantet werden, rtadurch ist cine bcgrcn/Jc Ttin- 
flussnahmc auf das tuti< : smuster moglieh. 30 
[0021] Dahcr wird HES im Wesentlichen titer die Molekulargewichtsverteilung und den Substkutionsgrad gekenn- 
/.eiclmel. Der Subslil jlior.sgrad kann dabei als DS ("degree of substitution"), welcher auf den Anteil der substituicrten 
Glucoscmonomere aller Glucoseeinheiten Bezug nimmt, oder als MS ("molar substitution") beschrieben werden, womit 
die Anzahl von Hydroxyetiiylgruppen pro Glacoseeinheit bezeichnet wird, 

[0022] TThS-T . mgei lieget ds ] rfydispcrss Zusaramcnsctzungcn voi in denen sieh die ein/elnen Mdekule hiu- 35 
sidulico des Polymerisationsgrades, der Anzahl und Anordnving der Vcrzweigungsstcllen, w>»ie ihres Substiuitionsmu- 
sters voneinander unterscbedden. TIES ist somit ein Gemisch von Verbindungen mit unterschisdlichem Molekularge- 
wicht. Demcntsprechend wird eine bestimmte HES-L6sung durch ein durchschniiiliehes Mule uilanaewkht anhand sta- 
, - herGrofiei bcslfciml Dabei \urdM r ilsein aches arithmetisches Mittel in Abhangigkcit von der Anzahl der Mc- 
lekiile errechnet (Zahlcnmittcl), wahrend M w das Gewichtsmittel, die masseabbiingige MessgroBe darstellt. 40 
[0023] ssel i li iei lisclic Bindung von Proteinen an HES wurde bisher jedoch dadurch verhiudert, dass die Ak- 
tivierung der HES nicht selektiv erfolgt. So resultieren die im Stand der Technik bekannten Protein-HES-Konjugate aus 
oiner nicbt-selektiven Kopplung von Bromcyan-aktivierter HES an Hamoglobin (vgl. DE26 16 086). Entsprechende 
\ rfah r 1 mi a it iii i rsen Produkten mit uneiniieitlichen Eigenschaften und potentiell toxischen Nebenwirkun- 
gen fiihren. 45 
[0024] Von Hashimoto (Hashimoto et al., Kunststoffe, Kautschuk, Fasern, Vol. 9, (1992) S. 1271-1279) wurde erst- 
mals ein Verfahren offenbart, in dem eine reduzierende Aldehyd-Endgruppe eines Saccharids selektiv oxidiert werden 
konnte, wobei ein reaktiver Ester (Lacton) gewonnen wurde. 

[002S] Auf der Grundlage dieses Verfalircns offenbart WO 98/01158, dass Hamoglobiu-Hydroxyethylstarke-Konju- 
gate erhalten werden konnen, in denen Hamoglobin an HES selektiv liber Amidbindungen zwischen freien Aminogrup- 50 
pen des Hamoglobins und der in oxidierter Form vorliegenden reduzierenden Endgruppe der HES mi teinander verkniipft. 
sind. Sowohl die in Hashimoto et al. offenbarten Verfahren als auch die Verfahren gemafi WO 98/01158 basieren jedoch 
auf einer Reaktion zwischen Saccharid (HES) und Protein (Hamoglobin) in organischem LCsungsmittel. Konkret wurde 
in dieser Veroffenthchung Dimethyl sul > )M > " verwendet. 

[0026] Dem Fachmann ist jedoch bekannt, dass viele Proteine in organischen Losungsmitteln eine Strukturanderung 55 
erleiden, welche sich in wassrigen Losungen nicht zuruckbsldeL In der Regel geht mtdwStrukturimderiwg auch ein Ak- 
tivitatsverlust einher. In jedem Fall ist das organische Losungsmittel aufwendig zu entfernen, da fur die geplante medi- 
zinischc Vcrwendung bereits residuale Anteile organise!* i 1 asm asmitti I nicb: al zeptabel sein konnen. Sogar die potcn- 
tielle Gefahr von Verunreinigungen und Struts r u\i i a t n tin nblicl i_t die geplante Verwendung 

auszuschliessen. 60 
[0027] Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, verbesserte Verfahren zur Hersteilung von Hy- 
droxyethylstarke-Wirkstoff-Konjugaten zur Verftigung zu stsllen, die zu biologisch aktiven Konjugaten fiihren, weLche 
im klinischen Alltag eingesetzt werden konnen. Eine weitere Aufgabe der vorhegenden Erfindung besteht darin, ein Ver- 
fahren zur Hersteilung von Hydroxyethylstarke-Wirkstoff-Konjugaten bereit zu stellen, bei denen nicht in nennenswer- 
tem Umfang Nebenprodukte erzeugt werden, da auch diese Nebenprodukte die anschlieBende Aufreinigung des Produk- 65 
tes in erhebUchem Umfang beeintrachtigen. 

[0028] Diese Aufgabe wurde nunmehr iiberraschenderweise durch Verfahren zur Hersteilung eines kovalenten HES- 
Wirkstoff-Ronjugates gelost, bei dem man HES und mindestens einen Wirkstoff in einem wassrigen Reaktionsmedium 
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mileinander umsetzt und isl dadurch gekennzeichnel, dass das Reaktionsmedium Wasser oder ein Gettusch von Was,ser 
mit organisch I i 1 uelchas mindestens 10 Gew.-% Wasser umfafit, ist. 

[0029] Vorzugsweise wird HES vcr Bim in i den Wirkslol n i h i in I ^he Oxidation der reduzic- 
renden Endgruppen besonders bevorzugt ist. Alternativ dazu kann die Kopplung iiber die Bildung einer Schiffschen 
5 Base zwischen HES und einetn Arain Gruppen-tragencen Wirkstoff als Zwischenprodukt erfolgen. Dieses Zwischenpro- 
dukt wird anschlieBend unter Ausbildung einer Methybnamingruppe recuziert. 

[0030] ScblieSlich werden durch die vorliegendc Erfindung HES-Wirkstoff Konjugate zur Verfugung gestellt, die 
durch die obigen Verfahren crhaltlich sind. 

to KTJRZE BESGHRETBUNG DBR FIGUREN 

[0031] Fig. 1 GPC Chiomatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox -HES 1 30 kD und HSA nach Verfahren A. Ill; 
[0032] Fig. 2 GPC Chiomatogramm dor Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 1 30 kD und USA nach Verfahren A. IV; 
[0033] Fig. 3 GPC Chromatogramm dec Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA nach Verfahren A. V 
15 und einer Beaktions/eit von 2 S'.unden; 

[0034] Fig. 4 GPC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA, Verfahren A. V, Re- 
aktionszeit iiber Nacht; 

[0035] Fig. 5 GPC Chromatogramm der Kopplungsreakticn zwischen ox-HES 10 kD und HSA nach Verfahren A. V 
nach 2 Stunden (Fig. 5a) und iiber Nacht (Fig. 5b); 
20 [0036] Fig. 6 GPC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA nach Verfahren A, 
VII. nach 24 > i nden keaktionszeit; 

[0037] Fig. 7 GPC Chromatogramm der Kopplungsreaktion zwischen ox-HES 130 kD und HSA nach Verfahren B, V; 
[0038] Fig. 8 SDS-PAGE uud Western Blot verschiedener Kopplungsrcaktionen zwischen HES und HSA; 
[ 0039] Fig. 9 SDS-PAGE und Western Blot verschiedener Kopplungsreaktionen zwischen HES und HSA; 
25 [0040] Die vorliegendc Erfindung stellf erstmals ein Verfahren zur Herstellung eines kovalenten HES-Wirksioff-Kon- 
jugates zur Verfugung, bei dem man HES und mindestens einen Wirkstoff in einem wassrigen Reaktionsmedium mitein- 
ander umsetzt und ist dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktionsmedium Wasser oder ein Gemisch von Wasser mit or- 
ganischem Losungsmittel, welches mindestens 10 Gew.-% Wasser umfaBf, ist. 

[0041] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird cine chemische Verbindung als Wirkstoff bezeichnet, wenn die 

30 Verbindung geeignet ist, aktiver Bestandteil eines bekcD'gen Mm i bcrapc I i 1 i i he Zwecke zu 
sein. Eine Obersicht iiber die zugelassenen Arzneimittel und deren Wirkstoffe befindet sich in der Roten Liste, AUe in der 
Roten Liste genannten Wirkstoffe konnen Kir die Herstellung der HES- Wirkstoff -Konjugate nach dem erfindungsgema- 
Gen Verfahren verwendet we 1 , Dafii sotwe lig sein, eins kti Gi | pielswei.se miitels Linker, in 

den Wirkstoff vor der Bindung an HES einzufuhren. GemaG der vorliegenden Erfindung umfaSi der BcgriO* Wirkstort 

35 aberauch alle Verbindungen, deren . ign iuj ri i die diagnostische oder therapeutische Verwendung zwar bekannt ist, die 
jedoch aufgrund der oben dargestellten Probleme bisher fur diesen Zweck nicht eingesetzt werden konnten. Vorzugs- 
weise handelt es sich bei dem Wirkstofl um ein Vitamin, Impfstoff, Toxin, Anubotikum, Appetitzugler, Anasthetikum, 
Analgetikum, Andrhcumatikum, Antiallergikum, Antiasthmatikum, Antidepressivum, Antidiabctikum, Antihistamini- 
kum, Antihypeilonikum, oder ein antineoplastisehes Mittei. Strukturell kann es sich beispielsweise um ein Hormon, Ste- 

40 roid, Lipid, Protein, Oligo- oder Pol ypeptid oder um eine Nukleinsaure handeln. 

[0042] Die nach der vorliegenden Erfindung hergcslclllen Verhi ndungen behdten die Akt itaidc: Vu U ndd 
vorteilhaften Eigenschaften der HES. Als weitere Vorteite weisen die nach dem erfradungsgemaBen Verfahren herge- 
stellten Konjugate eine verbesserte in vivo Halbwertszeit der Wirkstoffe, verringette Toxizitat, verbesserte Stabili tat und 
verbesserte Ldslichkeit der Wirkstoffe auf. 

45 [0043] Das Reaktionsmedium des erfindungsgemiiBen Verfahrens umfaBt mindestens 10 Gew.-%, bevorzugt minde- 
stens 50 Gew.-%, insbesondere mindestens 80Gew,-%, wie beispielsweise 90 Gew.-%, oder sogar bis zu 100 Gew.-%, 
Wasser, und dementsprechend hochstens 90% Gew.-%, bevorzugt hochstens 50% Gew,-%, insbesondere hochstens 
20 Gew.-%, beispielsweise 10 Gew.-%, oder sogar bis zu 0 Gew,-%, organisches Losungsmittel, Die Reaktion findet also 
in einer waGrigen Phase statt. Das bevorzugte Reaktionsmedium ist Wasser. 

50 [0044] D as erfindungsgemaBe Verfahren ist schon deshalb von Vorteil, weil nicht zwangslaufig toxikologisch bedenk- 
liches Losungsmittel eingesetzt werden muss und demzutblge bei dem ernndungsgeir.SB her c 'e,ir lvu Produkt dieEnt- 
fernung, auch geringer Rests toxikologisch bedenklicher Losungsmittel entfallt, wie sic nach dem bekannten Verfahren 
immer zwingend ist, um die uncrwiinschte Verunreinigung mit Losungsmittel zu vermeiden. Weiterhin kann die nach 
dem bisherigen Verfahren notwendige zusii I he Qu lit 1 ntrolle auf Reste toxikologisch bedenklicher Losungsmit- 

55 tel unterbleiben, weil das erfindungsgemate Verfahren die Verwendung von t jL i< gis li n chl hedenklichen Losungs- 
mitteln bevorzugt. ErfmdungsgemUss bevorzugte Losungmittel sind beispielsweise toxikologisch unbedenkliche prod- 
sche Losungsmittel wie Ethanol oder Propylenglykol. 

[0045] Weiterhin ist ein Vorteil des erfindungsgemassen Verfahrens, dass durch organische Losungsmittel induzierte 
irreversible oder reversible Strukturanderungen von Proteinen oder Peptiden grundsatzhch vermieden werden, die bei 

60 Verfahren in organischen Losungsmitteln nicbt systematisch ausgeschlossen werden konnen, Das nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren erhaltene Produkt ist demzufolge von dem in DMSO hergestellten verschieden. 
[0046] ErnndungsgemaBwurdeferneriiberraschendet eiscft tf estellt, dass eine Kopplung von HES an Wirkstoffe in 
einer wassrigen Losung vorgenommen werden kann, ohne dass dabei in nennenswertem Umfang Nebenreaktionen zu 
beobachten sind. Das erfindungsgemafJe Verfahren fuhrt somit umnittelbar zu verbesserten Produkten in groBer Reinheit. 

65 Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht somit erstmals die einfache Herstellung von HES-Wirkstoff-Konjugaten, in 
denen der Wi±s\ i i kth cr Form vorliegt und die vorteilhaften Eigenschaften der HES erhalten bleiben. Zur Isolie- 
rung des HES-Wirkstoff-Konjugates bus dem Reektionsgcnusch sind keine besondcren Verfahren erforderlich, da die 
Reaktion in der wassrigen Phase erfolgt, also nicht zwangslaufig organische Losungsmittel abgereinigt werden miissen. 
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[0047] Erfmdungsgemafj isl us ^evurzugl, dass HES unmittelbar an eine e-NH r Gruppe, a-NH2-Gruppe, SH-Gruppe, 
COOH-Gruppe oder -C(NH 2 )2-Gruppe des Wirkstoffes binder. Alternativ Asm kann eine weitere reaktive Gruppe in 
HES eingefuhrt werden oder die Bindung zwischen HES und dem Wirkstoff liber einen Linker erfolgen. Die Verwen- 
dung von entsprechenden Linkem zur Bindung von Wirkstoffen an PEG ist im Stand der Technik bekannt. Die Verwen- 
dung von Aminosauren, ir.sbesondere Glycin, Alanin, Leucin, Isoleucin, und Phenylalanin, some von Hydrazin- und 5 
Oxylamin-Derivaten als Linker, wie in WO 97/38727 und BP 605 963 offenbart ist bevorzugt. 

[0048] GemaS einer AusfUhrungsform des Verfahrens der vorliegenden Erfindung wird HES vor Bindung an den 
vVLrl t 1 1 i s(> i kann nach einem der im Stand der Technik bekannten Verfahren erfolgen, wobei eine 

selekti ve Oxidation der reduzierenden Bndgruppen der HES bevorzugt ist. Dies ermoglicht Verfahren, bei dcncn die oxi- 
dierte reduzierende Endgruppe der HES mil cincr Arninogruppc des Wirkslcffes un:.er Ausbildung eines Amids reagiert. to 
Diese AusfUhrungsform weist den besonderen Vorteil auf, dass eine spezifische Bindung zwischen HES und den Wirk- 
stoffen und sorait ein besonders homogenes Produkt erzielt wird. 

[0049] Dabei laBt man HES rnit oxidierten reduzierenden Endgruppe- und den Wirkstoff vorzugsweise mindestens 12, 
besondersbevorzugtmindestens24Stundennnt.hu ri isi en Fet r kanr >i 1 li s crt s> incn beliebi- 
gen Aktivator, beispielsweise Ethyldimeriiyl-aminopropyl-Carbodiimid (EDC), zuzugeben. Das Mol-Verhaltnis zwi- 15 
schen HES und Wirkstoff wahrend der Reaktion kann beliebig gew&nlt werden, liegt uMcherweise im Bereich von 
HES ; Wirkstoff von 20 : 1 bis 1 : 20, wobei ein Verhaltnis von 6 : 1 bis 1 ; 6 besonders bevorzugt ist. Die besten Ergeb- 
nisse wurden bei einem Mol- Verhaltnis von HES ; Wirkstoff von etwa 2 : 1 erzielt. 

[0050] Andere Kopplungsreaktionen zwischen einer Amincgruppe des Wrrkstoffes und HES sind sefbstverstandlich 
auch vom Umfang der Erfindung umfaBt. Bcispi w Verfahren, bei deneD HES und der Wirkstoff unmittelbar mit- 20 
einanderumgesetzt werden, wobei eine SchifTsche zwischen HES ur.d Wirkstoff als Zwischenprodukt entsteht. Die Azo- 
methingruppe -CH=N- der Schiffschen Base kann ansehlieGend unler formaler Addition von <2II> zu einer Methylena- 
mingruppe -CH 2 -NH- reduziert werden, Filr diese Reduktion kann der Faehmann cine Vielzahl von im Stand der Technik 
bekannten Rcdukflonsmitteln verwenden, wobei die Reduktion mittels BH4 besonders bevorzugt ist. 
[0051] Die TCopplung des HES kann an eine belicbige Gruppe des Wirk: toffes erfc ben. Die Kopplung wird vorzugs- 25 
weise so vorgenommen, dass das Konjugat inindestens 50%, vorzugsweise mindestens 75% der Aktivitat des Wrrkstof- 
fes vor der Kopplung aufweist, wobei ein Erhalt von mindestens 95% der Aktivitat besonders bevorzugt ist. Die Kopp- 
lungsreaktion kann naturlicb auch so gesteuert werden, dass die Bindung des HES ausschlieBlich an eine oder meherere 
bestimmte Gruppen des Wirkstoffcs crfolgt b 1 1 vvci inLysin oder oder Cystcin-Rcstc cincs Peptids. Besondere 
Vorteile ergebeii sich, wenn man HES uber die oxidierten reduzierenden Endgruppen an eine oder meherere bestimmte 30 
Gruppen des Wirs-.offo bindct, da bei einem entsprechenden Vorgehen homogene HES-Wirkstoff-Konjugate erhalten 
werden. 

[0052] GemaB einer bevorzugten AusfUhrungsform des Verfahrens der vorliegenden Erfindung werden als Ausgangs- 
stoffe fur die Reaktion HES und ein Protein oder ein Peptid eingesetzt. Dabei konnei be ebi el iei apeutische oder dia- 
gnostische Proteine natiirlichen oder rckombinantne Ursprungs verwendet werden. BineLis'e d> 1 d€ zeil jul demMarkt 35 
beCindlichen Wirkstoffe rekombinanter Herstellung findet sich xPrterrna Bdsness, July/Ae.gus: 21)00, Seiten 45 bis 60. 
Die vorliegeude 3rfi ir.g uni Idi I 1 Hung \ 1HP-V1I t tr K njugaten, die iigend einen der in dicser VerOf- 
ent'ie ung genua n W 1 • ffe ■ unrfasscn 

[00531 Die Hcrslcllung von Konjugaten unter Verwendung von Zytokinen, beispielsweise Intel 2 >nen,I 'erleukinen, 
Wachstumsfaktoren, Enzymen, Enzym-Inhibitoren, Rezeptoren, Rezeptor-Fragmenten, Insuiiln, FaktorVM, Faktor DC, 40 
Peptid-Antibioti ile lliil-Pi m r i nglobin, Erythropoietin, Albumin, hTPA, Antikorper, Antikorperfragmen- 
ten, Einzelketten- Antikorper, DNA, RNA oder ein Derivat davon ist besonders bevorzugt. Besondere Vorteile ergeben 
sich bei der Verwendung von rckombinanten Proteinen oder Peptiden in dem erfindungsgemaBen Verfahren. Wie bereits 
ausge I lihri , konnen eiiispreehende Proteine haufig aufgrund Direr fur Menschen antigenen Eigenschaften nicht als Wirk- 
stoffe eingesetzt werden. Nach Kopplung an HES durch die erfindungsgernafien Verfahren verringert sich jedocb die Im- AS 
munogenitSt der rekombinanten Proteine, was der. mecizinische Einsatz am Menschen ermoglicht. 
[0054] Besonle rr j nsichfemerb t 1 5 1 plung von HES an kurzkettige Proteine und kleinere Peptide. 
Derzeit werden eine Vielzahl von Peptidbanken ersteilt, beispielsweise Phagen-Display-Banken, bei denen kurze Oligo- 
peptide (beispielsweise 3- bis 20-mere) auf derOberflache von Phagen exprimiert werden. Ferner werden Antikorper aus 
;inerein/,i.t:eL)Polypeptidkette(sogenannte"sing! h 1 ni.ibodi. n/elkelteri ^ iUluper)inBakterienoderaufder 50 
Oberfiache von Phagen exprimiert, Diese Banken werden auf bestimmte Wirkstoff- oderBindungs-Aktivitat hin durch- 
gesehen. Die therapcutischc und diagnostische Verwendung entsprechender Peptid- Wirkstoffe oder Antikorper scheitert 
jedoch bislang daran, dass diese im Organismus aufgrund ihrer geringen GroSe sehr schncll ausgeschieden werden (vgl. 
Chapman et al„ 1999, a, a, O.). Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen diese Peptide vorteilhaft. an HES ge- 
koppelt werden, und weisen eine in vivo Halbwertszeit auf, die eine Verwendung als Wirkstoff ermoglicht. 55 
[0055] Alternativ zu den obigen Ausfuhrungsformen s.ann als Wirkstoff ein Hormon, ein Steroidhonnon, ein von Ami- 
nosauren abgeleitetes Hormon oder ein von Fettsauren abgeleitetes Hormon eingesetzt werden. ImEinzelfall mag es not- 
wendig sein, mittels eine aktive Grunpt > picJ \ ; mittels Linker, in das Hormon vor der Bindung an HES einzu- 
fuhren. 

[0056] Erfindungsgemafi kann beliebige physiologisch vertragliche HES als Ausganj! mate 1 il \erwendet werden. 60 
HES trut einem mittleren Molekulir v 1 I I ( ieht t 1 nib ikD lrsbesondcie \ on 1 bis 150 kDa ist be- 
vorzugt. HES mit einem mittleren Molekulargewicht von 2 bis 40 kD ist besonders bevorzugt. HES weist vorzugsweise 
einen niolarcn Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von C 2 : ^-Substitution im Bereich von 2 bis 20, je- 
weils bezogen auf die Hydroxyethylgruppen, auf. 

[0057] Die Erfindung bei-i.i ferner die nach den cbigen Verfahren erhaltlichen HES-Wirkstoff-Konjugate. Diese Kon- 65 
jugate weisen vorteilhafte Eigenschaften auf, namlich hohe Aktivitat des Wirkstoffe, geringe Immunogemtat, lange Ver- 
weilzcit im Korpe, 1 1 - r/.ellcnte rheobgischc Eigenschaften, welche den medizinischen Nutzen der Konjugate stei- 
gern. 
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[OOS8] DemgemaS umfaBt die vu" le*;^ i T i ! n it 1 j1 ^ rtahren zur Herstellung eines Arznei- oder Diagno- 
semittels, bei denen man ein HBS-Wirkstoff- Konjugat nach ednem der obigen Verfahren herstsllt und mit. einem der im 
Stand der Technik bekanntcn, pharmazeutisch vcrtraglichcn Tragcr, Adju vans oder Hilfsstoff vermischt, sowie nach die- 
sem Verfahren erhaltliche Arznei- oder Diagnosemittel. 
5 [0059] Die medizinische Verwendung des entsprechenden Arzneimittels bangl. von der Art des WirkstofFs ab. Wird 
beispielsweise Harnoglobin als Wirkstoff emgesefcrt, kann das Konjugat als Sauerstoff-Transport-Mittel verwendet wer- 
den. Wild arderer is ein t 1 i 1] V t t i I fcrs'.ellui >erwendet, kann das Konjugat beispielsweise in der 
Tumortherapie verwendet werden. Die Konzentration des jeweils zu verwenden Konjugates in dem Arzneimittel kann 
vonjedem durchschnittlichen Fachmann ohne weiteres in Dosis-Wirkungstcsts council werden, 

10 [0060] Die Diagnosemittel konnen in vivo oder in vitro zur Diagnose von Erkrankungen oder St5rungen verwendet 
werden. Werm als Wirkstoff ein Antikcrper oder Aatikftrpsrfrttgtticnt dngesctzt wird, eignet sich das Konjugat beispiels- 
weise fttr die Durchftihrung der im Stand der la k kiibli I 1 \ N iweisverfahren 
[0061] In den Beispielen wurden die nachtblgend beschricbcacn Mmerklicn verwendet 
T I in ie I i ig:i \ldrich \3782 

15 HES 130 kD: Typ 130/0,5, hergestellt aus T91SEP (Fresenius Kabi) 
Daten:M w :130 000± 20 000D 
M a :42 600D 

HES 10 kD: Typ HHH 4-2 (Fresenius Kabi) 
Daten: M w : 9 800 D 
20 M n : 3 695 D 

EDC: Sigma-Aldrich Nr, 16.146-2 (Ethyldimethyl-aminopropyl-Carbodiimid) 
HOBt Sigma-Aldrich Nr. 15.726-0 (l-IIydroxy-lH-Benzo!riazolhydrat) 
DIG-Glykandetektionskit; Roche-Bochringer Nr. 1142 372 

[0062] Die Mgenden Beispiele 1 bis 6 besclireiben die Kopplung von HSA und Diaminobutan an HES mil oxidierten 
25 reduzierenden Endgruppen oder die direkte Kopplung von HSA an HES. HSA und Diaminobutan sind dabei lediglich 
Beispiele fur die oben defmierten Wirkstoffe. 

Beispiel 1 

30 Selekti ve Oxidiening der reduzierenden Endgruppen der Hydro.x yetb yl starke 

[0063] Fur die sclektive Oxidierung der reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethylstarke (130 kD und 10 kD) 
wurde diese in cincr rnimiualcn Menge Wasser aufgelSst und mit eii rvcrschicd sn\1 ' r jmerlod-LSsung und fi- 
ner KOH-Usung versetet. 

35 [0064] Die Mischung wurde geriihrt, bis die auffc hinweisende Farbe verschwand. Diese Vorgehensweisc wurde mek- 
facb wiederholt, um die Zugabe einer grbBeren Menge der Iod-L6sung und KOH-Losung zu erreichen. Die Losung 
wurde anschlieBend uber einen AmberlitelR 120 Na + Kationenaustauscherharz gereinigt, fur 20 Stunden gegen destil- 
Liertes Wasser dialysiert (Dialyserokchen mit einer Ausschlussgren/L von 4 1 1 1 lb phylisicrt 
[0065] Der Grad der Oxidation wurde jeweils mittels des in Somogyi. > McLhcdinC lydride Chemistry, Vol. 1, 

40 (1 962) S. 384 386) offenbarten Verfakens crmittelt. Die ProtokolLe dor Oxidationsreaktion sind in Tabelle 1 wiederge- 
geben, 
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Tabelle 1 



Oxidation der reduzierenden Endgruppen der HES (130 kD und 10 kD) unter verschieden Bedingungen 



Verfahren 


HES (Mil) 


Iod-Lbsg. 
0.1N 


KOH-Losg. 
O.IN 


Lbsungs- 


Reaktionszeit 


Ertrag 


OXIDATION (1) 


l g iQ . 5 i 


0.3 ml s 


0.5 ml^ 


Wasser 


4 h 


30,1% 


OXIDATION (2) 


9 4 10" 5 1 


1.0 mi^ 


1.5 mj 4 




il.^ Nacht 


24,8% 


OXIDATION (3) 




1.2 ffll^ 


1.5 m\ t 
1,5x10 mol 


Wasser 


25»c aCht 


24,3% 


OXIDATION (4) 


1 2X10-^D1 


3*0 1 


4.5 ml 4 


Wasser 


11. Nacht 


60,8% 


OXIDATION (5) 


1 2 10"" 1 


4.0 ml 4 


5 ml 


Wasser 


u. Nacht 


80,0% 


OXIDATION (6) 


i Wtai 


7.0 ml 
7.0x10 mol 


11.5 ml 
1.2x10 mol 


Wasser 


u. Nacht 


88,4% 


OXIDATION (7) 


10 g 


ID ml „ 
1 0x10 mol 


20 ml . 
2 Oxl G" 3 mnl 


Wasser 


u. Nacht 


100% 


OXIDATION (1) 


5 9^.^ 


2.0 ml 4 


2.0 ml ^ 


io?;, 


2° 0 C 


3,0% 


OXIDATION (2) 
HES 10 


5 9 ^ 
1.4x10 mol 


3.5 ml 
3.5xl0' 4 mol 


4.5 ml 
4.5x10"' no'. 


Wasser 
10.0 ml 


tt. Nacht 
25°C 


5,3% 


OXIDATION (3) 
HES 10 


15 g 3 
4.1xl0" 3 mol 


21.0 ml 
2.1xlQ" r, mol 


31.0 ml 
3.1xl0" 3 mol 




25 "C 


10,5% 


OXIDATION (4) 
HES 10 


2.2xI0" 3 moi 


83.0 ml 
a.3xl0" 3 -:ol 


180.0 »1 
1.8x10 s mol 


Wasser 


il. Nacht 
25°C 


80,0% 


OXIDATION (5) 
HES 10 


7 9 ■ 
1.9x10 mol 


95.0 ml 
9.5xl0' 3 mol 


210.0 ml 
2.1xl0' 2 mol 


Wasser 


j. Nacht 
25"C 


100,0% 


OXIDATION (6) 
HES 10 


1,7x10 3 mol 


50 ml 
5,0xl0' 3 


150 ml , 
l.5xW" 2 


Wasser 


u. Nacht 
25T 


100,0% 



[00661 Die in dieser Tabelle zusammengefaBten Protokolle werden nachfolgend fur die Oxidation (6), HES 10 kD, im 
Detail wiedergegeben: 6.4 g HES II! kD (1.7 nunol) wurden in einem ReaktionsgefaB unter standigom Rflhren in weni- 
gen ml Wasser gelost. Dazu wurden 50 ml einer 0.1 N jodlosung (5.0mmol) und 150 ml einer 0.1 N KOH-L6sung 
(15 mmol) gegeben. Diese Mischung wurde uber Nacht bei 25°C stehen gelassen. Der Mix wurde mit Amberlite IR 1 20 45 
(Na4-Form) gereinigt und gegen Wasser dialysiert (Dialyseschlauch Celluloseacetat; Cutoff 4 bis 6 kD). Das dialysierte 
Produkt wurde lyophilisiert (Heraeus-Christ Alpha, Kolbentrccknung liber Nacht). 

[0067] Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, wurde eine vollstandige Oxidation der reduzierenden Endgruppen (entspricht 
Ertrag 100%) der HES 130 kD erzielt, nachdem die lod-Menge von 3,0 X 10" 5 mol bis auf 1,0 X 10" 3 ml crhoht wurde. 
[0068] Fiir eine vollstandige Oxidation der re 1 / rende En J g i ppen der HES 10 kD war eine weitere Steigerung der 50 
lod-Menge auf eine Konzentration von rnehr als 2,1 x 10" 3 notwendig. 

Beispiel 2 

Bindung von HES mit oxic > ten n uzier nden Endgruppen an HSA in wassriger Phase 55 

[0069] Fur die Kopphmg wurde Hydrmyemylstarke mit oxidierten reduzierenden Endgruppen (ox-HES) und HSA 
vollstandig in Wasser gelost. Als die Losung Idar war, wurde EDC in Wasser gelost zugegeben. Nach Akdvierung durch 
EDC bei gemfiBigtem Ruhren wurden weitere Mengen an EDC zugegeben. Die Reaktion wurde gegebenenfalls mit 
HOBt aktiviert. und uber Nacht stehengel assen. Das Produkt wurde durch Dialyse gegen destilliertes Wasser fiir 1 5 Stun- 60 
den gereinigt und anschlieBend lyophylisisrt (nachfolgend als Verfarhen A bezeichnel). 
[0070] Die Protokolle der Kopplungsreaktion finden sich in Tabelle 2. 
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Tabelle 2 



Kopplungsreaktionen zwischen HBS (130 kD und 10 kD) mit oxidicrten reduziercnden Endgruppen und HSA unter vcr- 
schiedenen Bedingungen (Verfahren A; Zahl in der Klammer in Spalte HBS gibt das Oxidationsverfahren nach Tabelle 1 





Verfahren A 


HSA 


ox-HES 
(Hn) 


EDC 


HOBt 


Losungs- 
mi Uel 


Akti- 


Reaktion 


10 


Kopplung I 
ox-HES 130 


300 mg 
4, 4x10%) 1 


100 mg (1) 
2.4xl0' e mol 


25 mg 
1.6xl<nnol 


loo mg 
7.7xlO J 'mol 


H 2 0/DiDxan 
13 ml/2 ml 


1.5 h 
3-4°C 


4 h 
25°C 




Kopplung II 
ox-HES no 


100 mg 
l.SxKPmol 


300 mg (2} 
7.0xl0' 6 mol 


15 mg 

9, 7xl0" 3 mo1 


100 mg 
7.7xl0" 4 mol 


H,0/Dioxan 
10 ra!/3 ml 


1.5 h 
3-4°C 


u. Nacht 
25°C 


15 


Kopplung II I 
ox-HES 130 


ZOO mg 
3.0xl0" s mol 


3.B g (5) 
8.9xl0' s mol 


46.5 mg 
S.OxlO'Vl 


20 mg 
l.SxlO^mol 


HjO/Dioxan 
10 ml/3 ml 


0 h 


24 h 
25°C 




Kopplung IV 
ox-HES 130 


100 mg 
1.5x10 mol 


1.9 g (s) 

4.5xl0' s mol 


25 mg 


20 mg 
1.5xl0 ,4 mol 


Wasser 


1.5 h 
3-4°C 


u. Nacht 
25°C 


2C 


Kopplung V 
ox-HES 130 


200 mg 
3.0x10^101 


4.3 g (5) 
1.0xl0' s mol 


100 mg 
6.0xl0" 4 niol 


0 mg 


Wasser 


0 h 


ii. Nacht 
25"C ! 




Kopplung VI 
ox-HES 130 


100 mg 
l,5xl0" a 


130 mg (7) 
3,0xl0' a mol 


50 mg 
3,0xl0" 4 m3l 


0 mg 


5ml + lOmf 


0 h 


5 h 

25°C 


25 


Koppl ungVll 
ox-HES 10 


100 mg 
1,5x10 s 


130 mg (7) 
3,0xl0" e mol 


200 mg 
3,0x10' 4 to1 


0 mg 


Wasser* 5ml 
+ 2x 10ml 


0 h 


24 h 

25°C ! 




Kopplung I 
ox-HES 10 


100 mg 
1.5xl0~ 6 mol 


300 mg (1) 
8.1xl0" 5 mol 


5 rag 

3.0x10 mol 


100 Rig 
7.7x10^01 


H s 0/Dioxan 
13 ml 11 ml 


1.5 h 
3-4°C 


Q. Nacht 
25°C 




Kopplung II 
ox-HES 10 


70 mg 
1.0xl0" a mol 


1.0 9 (?) 
2.7x10^101 


15.5 rag 
1.0x10 mol 


0 mg 


Wasser 


10 ml 


u. Nacht 
25°C | 




Kopplung! II 
ox-HES 10 


200 mg 
3.0xI0" G mol 


3.0 g (3) 
8.1x10 ml 


77.5 rag 
5.0xUrmol 


20 «g A 
l.sxl0" 4 mol 


Wasser 


0 h 


6 h 
25 °C 


35 


Kopplung IV 
ox-HES 10 


50 mg 

7.4x10 mol 


7.4 g U) 
2.0xlO" 3 Tiiol 


282 mg, 
1.5xlff 3 mol 


0 ssg 


Wasser 


0 h 


ii, Nacht 
25 °C 




Kopplung V 
ox-HES 10 


100 tra 
1.5xl0' 8 mol 


103 g (6) 
2.8xl0" 5 mot 


93 rr.g 

5.6xl0 4 mol 


0 mg 


Wasser* 
4 ml 


0 h 


20 h 
25"C 


'III 


Kopplung VI 
ox-HES 10 


100 

1.5xl0' a mol 


103 g f6) 
Z,8xlO" 5 inoT 


200 mg o 
1.2x10 mol 


0 mg 


Wasser" 
3x5 ml 


0 h 


30 h 
25 "C 



' - Zugabe der EDC-Lbsung mit einem Tropftrichter innerhalb von 60 Hin. 

45 

[0071] Die Kopplungsreaktion VTI zwischen ox-HES 130 kD und HSA wird im folgenden im Detail erlautet: In einem 
Rundkolben wurden 130 mg ox-HES 130 kD (Oxidationsgrad ca. 100%) und 100 mg HSA unter Riihren in ca. 5 ml 
Wasser bei Raumtemperatur gelost. Sobald die Losung klar war, wurden 200 mg EDC in 3 Portionen jeweils in 5-10 ml 
Wasser gelost iiber cinen Zcitraum von einer Stundo zugctropft. Zwischen jeder Zugabe lieB man ca. 4 h bei Raumtem- 
so peraiur riihren. Nach 24 h Reaktionszeit wurde das Gemisch gegen Wasser dialysiert (Dialyseschlauch Celluloseacetat; 
Cutoff 4-6 kD). AnschlieBend wurde das Produkt lyophilisiert. 

Beispiel 3 

55 Direkte Bindung von HES an HSA in wassriger Phase 

[0072] Das Prinzip dieser Reaktion basiert auf der Bildung von Schiffschen Basen zwischen HES und Aminogruppen 
des Proteins, wobei die Reaktion durch die Reaktion der Schiffschen Base zu dem entsprechenden Amin mittels NaBHt 
gesteuert wird (nachfolgend als Verfahren B bezeichnet). 
60 [0073] Dafiir wurde HES vollstatidig in wedg Wasser gelost, Dazu wurde in Boratpuffer, pH 9.0, gelflstes HSA gege- 
ben. Zu dieser Losung wurde NaBH 4 gegeben und bei Raumtemperatur unter Riihren belassen, Ein weiteres Aliquot von 
HES 1 3 0 kD, gefolgt von weiterem NaBH 4 wurden zugegeben. Nach AbschluB der Reaktion wurde wie beschrieben dia- 
lysiert und gefriergetrocknet. 

[0074] Die Protokolle der einzelnen Versuche sind in Tabelle 3 zusammengefaBt. 

65 
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Tabelle3 



Direkte Kopplungs zwischen HES {130 kD und 10 kD) und ITS A s-nlcr verschiederien Bedingungen (Verfahren B) 



Verfahren B 


HSA 


HES (Hn) 


NaBH4 


Puffer 
pH 


Reaktionszeit 


Kopplung I 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0" 7 mo! 


500 mg 
l,2xl(!'%>] 


500 rag 
UxlO'Siol 


HajHP0 4 , 0 ml 
7.4 


48 h 

25°C 


Kopplung II 


100 mg 
1 .5x10 s mol 


1.0 g 


1 .BxHTWl 


NajHPOj, 1 ml 


20 h 


Kopplung III 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0' 7 mol 


9. a g 

2.3x10^01 


285 mg 
7.5x10 mol 


Na 2 HP0 4 , 1 ml 
7,4 


36 h 
25°: 


Kopplung IV 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0' 7 mol 


2.o g , 

4.7xl0 ,= mol 


180 mg 
4.7xl0" 3 mol 


Borat 0.1M 
9.0 


30 h 
25°C 


Kopplung V 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0' 7 mol 


4.0 g 

9.4xl0' 5 mol 


l^xlO^mDl 


Borat 0.1H 
9.0 


100 h 

25 °C 


Kopplung I 
HES 10 


50 mg 
7.5x10 mol 


2.8 g 
9.4xl0" 3 mol 


28 mg 
1.6x10 mol 


Borat 0.1M 
9.0 


BO h 

25 °C 



[0075] Im einzelnen wurde fur die Kopplung dcr HES 130 kD 2.0 g dieser Verbindung vollstandig in Wasscr gclost (ca. 
5 ml). Dazu wurde 50 mg in 1 mi 0.1 M Boratpuffer, pll 9,0, gelostes HSA gegeben. Zu dieser Losung wurden 30 mg 
NaBFLt gegeben und unter Ruhren bei Raumtemperatur belassen. Nach 18 h wurde ein weiteres Aliquot von 2.0 g HES 25 
130 kD, gefolgt von weiteren 30 mg NaBHj zugegeben. Nach insgesamt 100 b Reaktionszeit wurde dialysiert und ge- 
friergetrocknet (Kopplung V, HES 1 30 kD). 

[0076] Fur die Kopplung der HES 10 kD wurden 1.4 g dieser Verbindung komplett in Wasser gelost (ca. 5 ml). Dazu 
wurde 50 mg in 1 ml 0,1 M Boratpuffer, pH 9,0, gelosles HSA gssgeben. Zu dieser Lflsung wnrdca 14 mg NaBE» gege- 
ben und unter Ruhren bei Raumtemperatur belassen. Nach 18 h wurde ein weiteres Aliquot von 1.4 g HES 10 kD, gefolgt 3D 
von weiteren 14 mg NaBKi zugegeben. Nach insgesamt 80 h Reaktionszeit wurde dialyisiert und gefriergetrocknet 
(Kopplung I, HES 10 kD). 

Beispiel4 

35 

Analyse der Kopplungsprodukte mittels GPC 

[0077] Die Rcaktionsprodukte wurden zunachst unter Verwcndung von Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) 
arialysiert, 

40 

4.1 Fur die GPC wurde ein FPLC-Geriit (Pharmacia), welches rait einem HPLC UV Monitor (Hitachi) verbunden 
war, verwendet. Ferner wurden die folgenden Bedingungen verwendet: 

Saule: Superosc 12 HR 10/30 (1 x 30 cm) (Pharmacia) 
UV-Monitor: 280 nm 

Pumpe: 0,2 ml/min 45 
Puffer: 50 mM Phosphat/150 mM NaCl pH 7,2. 

Unter diesen Bedingungen wird der HSA-Peak ublicberweise nach 63 min gefunden, wobei zusatzlich ein kleiner 
Peak bei etwa 57 min gemessen werden kann, der durch HSA-Dimere verursacht wird, Die mittels GPC erhaltenen 
Chromatogramme lassen sich wie folgt analysieren: 

4.2 Fig, 1 ist ein Chromatogramm, das die GroBenverteilung der Produkle nach Kopplung von ox-HES 130 kD an 50 
HSA (Kopplung BT) zeigt, Bei diesem Kopplungsverfaliren wurden ohne HOBt-Aktivierung sehr gute Eigebnisse 
erzielt. Eva deutlicher, einzelner broker Peak wurde bei 37 Min. und erne weitere, kleinere Bandc bei 45 Min, ge- 
messen, was auf ein Kopplungsprodukt mit hoherem Molekulargewicht als HSA binweist. Gleichzeitig wurden 
Spuren von nicht-modifizierterri HSA gefunden. 

Fig. 2 zeigt die GroBenverteilung der Produkte nach Kopplung von ox-HES 130 kD an HSA (Kopplung IV). Die 55 
Reaktion wurde mit HOBt aktiviert, Es zeigt sich, dass diese Aktivierung die Ausbeute verringert, moglicherweise 
durch Forderung von Nebenreaktionen. 

Die Fig, 3 und 4 zeigen die GroBenverteilung der Reaktionsprodukte wahrend und nach dcr Kopplungsreaktion von 
ox-HES 130 kD an HSA (Kopplung V), Nach 2 Stunden Reaktionszeit wurde nicht-modifiziertes HSA als Produkt 
mit der hochsten Konzentration, daneben aber auch erste Kopplungsprodukte mit hoherem Molekulargewicht ge- 60 
funden. Nach Ablauf der Reakdon wurde ein homogenes Kopplungsprodukt mil einer ReLentionszeit von ca. 
35 Min. in hoher Konzentration gefunden. Nichtmodifiziertes HSA und andere Kopplungsprodukte lagen in relativ 
geringcr Konzentration vor. 

Fig. 5 zeigt die entsprechende GroBenverteilung der Reaktionsprodukte wahrend und nach der Kopplungsreaktion 
von ox-HES 10 kD an HS A (Kopplung V), Auch hier zeigt sich, dass die Konzentration der Kopplungsprodukte mit 65 
einem Molekulargewicht, das oberhalb des Gewichtes van HSA liegt, im Verlauf der Reaktion zunimmt, 
Eine Kopplungsreaktion, bei dor nahezu alle HSA-Molckiile in ein homogenes Kopplungsprodukt uberfuhrt werden 
konnten, wird schlieBlich in Fig. 6 gezeigt (Reaktionsprodukte der Kopplung VE). 
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4,3 Bin Beispiel fur die Chromalogramme, die bei der Analyse der direkten Kopplung von HES an HSA erhalten 
warden, wird in Fig. 7 gezeigt (Verfabren B, HRS 130 kT>, TCopp'.ung V). Bin deuilicher Peak bei ca. 65 Min. (HSA) 
ist zu crkennen. Darflber hinaus wurde aber aucb ein Kopplungsprcdukt nachgewiesen (Peak bei ca, 42 Min,), 

5 Beispiel 5 

Analyse der Koppkmgsprodukte mittels SDS-PAGE und Western Blot 

5.1 5.1 PAGE wnrde in Gegenwart von Natriumdodccylsulfat (SDS) untcr Verwondung oines Miniprotean II Gcra- 
10 tes der Firrria Biorad und 7,5% Acrylamidgele durchgefuhrt. Die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte nach 

den Vorsehriften des Hcrslcilcrs. Die Gele wurden nach dem Verfabren von Blum (Elektrophoresis, Vol. 8, (1997) S. 
93-99) mil Silber gefarbt, um Proteine sichtbar zu machen. 

Die Gegenwart von Glykanen in den Kopplttngsprodukten wurde mittels Western-Blot und Glykan-Detektions-Kit 
der Firma Roche-Boehringer nachgewiesen. Nach Auftrennung der Produkte nut e 1 SDS-PAi B wurden diese un- 

15 ter Verwendung des Blotting-Gerates der Miniprotean II Elektrophoreseeinhe.it auf eine Nitrocellulosernembran 

uberfiihrt, Die Membran wurde anschlieBend mittels Periodat unter Bedingungen oxidiert, bei denen ledigiich die 
vicinalen OH-Gruppe oxidiert werden, Diese wurden anschlieBend mit einem Amino-funktionalisierteli Digoxyge- 
nin unigesetzt. Gebundenes Digoxygenin wurde n ! I <p il ti r r iMnoklonaler Antikorper, welche an eine alka- 
line Phosphatase gebunden waren, nachgewiesen. Dafiir wurde ein Substral der Phosphatase (4-Nitro-tetrazolium- 

20 chlorid/5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) zugegebcn, welches ein schwerlosliches blau-violettes Produkt er- 

zeugt. Dieses Produkt schiagl sich aufderMeml in icd u i i r lil d e Banden sichtbar werden. Nichtmo- 
difiziertes USA und Kreatinase wurden als Negadvkontrollen eingesetzt, wahrend Transferrin als Positivkontrolle 
fungicrto. 

Die genauen Vbrfahrensschritte sind im Beipackzetlei zu diesein Kit beschrieben (Roche- Boehringer), 
25 5.2 Die Fig. 8 und 9 zeigen jeweils eine Aufnahmedes Silbergefarbten SDS-PAGE-Gels (oben) und die Aufnahme 

der entsprechenden Produkte nach Ubertragun g auf cine Mom iran und Glykannachweis (unten). Wie sich aus die- 
sen Figuren entnehmen lafit, enlstehi wahrend der Kopplungsreaktion ein relativ homogenes Glykan als Reaktions- 
produkt, wahrend gleichzeitig die Konzentration an mcht-modifiziertem HSA abrnmmt. 

30 Beispiel 6 

Abklarung moglicher Nebenreakdonen 

[0078] Zur XlSrung, ob Nebenreaktionea in Form einer Selbstkondensation von HES mit oxidierten reduzierenden 
35 Endgnippen erfolgen, wurden Iblgerok Reaktiuiisansatze erstcUt: 

Tabelle4 



Reaktionsansatze zur Abklarung von Nebenreaktionen 



■■10 





ox-HES 


EDC 


HOBt 




Reaktionszeit 


HES 130 kD 


500 nig 
1.2xl0" s mol 


15 mg 

7.8xi0" 5 mol 




5.0 ml 


30 h 
25 "C 


HES 130 kD 


500 nra 
1.2xl0" 5 mol 


15 mg 

7.8xl0" s mol 


gesattigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25°C 


HES 10 kD 


100 ma 
2.7xl0' 5 mol 


liSxlO -3 mol 




5.0 ml 


30 h 
25 »C 


HES 10 kD 


100 mg 
2.7xl0" 5 mol 


LBxlO" 5 mol 


gesattigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25°C 


HES 130 kD 


700 nra 
1.6xl0" s mol 


31 mg 

1.6X10" 4 mol 




5.0 ml 


30 h 
25 "C 


HES 130 kD 


700 mg = 
1.5xl0" 5 mo! 


31 mg 

1.6x10"* nwl 


gesattigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25°C 



[0079] Ziel der Experimente war nachzuweisen, inwieweit eine mogliche Selbstkondensation von HES in Gegenwart 
60 oder Abwesenheit von HOBt stattfmcet. Die Proben wurden lyophihsiert und zur Durcbfuhrung der Analytik an Frese- 
nius-Kabi iibergeben, 

[0080] Mittels GPC und Streulichtmessungen konnten innerhalb der Detektionsgrenzen von einigen Prozent keine 
Hinwcise auf MolekulargewichtsvergroBerungen gefunden werden. 



65 Patentanspriiche 

1, Verfahren zur Herstellung eines kovalenten HES-Wirkstoff-Konjugatcs, bei dem man HES und einen Wirkstoff 
in einem Reaktionsmedium miteinander umsetzt, dadurch gekeimzdclinet, dass das Realctionsmedium Wasser 
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oder ein Gemisch von Was n L< hem I ung nillel Ich nd lenslOGeu % Wasser uinfaft, ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem der Wirkstoff ein Vitamin, Impfstoff, Toxin, Antibotikum, Appetitziigler, 
Anasthetikum, Anaigetikum, Antirheumatikum, Antiallergikuin, Anfiasthmatiknm, Antidepressivum, Antidiabeti- 
kum, Antihistammikum, Antihypertonikum, oder ein antineoplastisches Mittel ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem der Wirkstoff ein Hormon, Steroid, Lipid, Protein, Oligo- oder Po- 5 
lypeptid oder eine Nukleinsaure ist 

4. Verfahren nach einem der Anspruch 1 bis 3, bei dem der Wirkstoff ein Enzym, Enzym-Inhibitor, Rezeplor, Re- 
zeptor-Fragment, Insulin, Faktor VIII, Faktor IX, Zytokin, Interferon, Interleukin, Wachstumsfaktor, Peptid-Anti- 
biotikum, virales Hull-Protein, Hamoglobin, Entliropoietin, Albumin, hTPA, Antikorper, Antikorperfragment, Ein- 
zelketlen-Andkorper, DNA, RNA oder ein Derivat davon ist. to 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, bei dem der Wirkstoff ein Steroidhormon, ein von Aminosauren 
abgeleitetes Hormon oder ein von Fellsau i bg cilci 5 Ponuon ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, bei dem man HES an die e-NH 2 -Gruppe, an die <x-NII z -Gruppe, 
an die SH-Gruppe an eine COOH-Gruppe oder an eine -C(NH 2 )2-Gruppe des Wirkstoffes bindet. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, bei dem man HES vor Bindung an den Wirkstoff oxidiert, 15 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem man die reduzierende Endgnrppe der HES selektiv oxidiert. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, bei dem die oxidierte reduzierende Bndgruppe HES mit einer Ami- 
nogruppc dcs Wirkstoffes unter Ausbildttng eines Amides reagiert. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, bei dem man eine Aminogruppe des Wirkstoffes mit HES so um- 
setzt, dass eine Schiffsche Base gebildet. wird. 20 

11. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die Azomethingruppe -CH=N- der Schiffschen Base zu einer Melhyle- 
namingruppe -CH 2 -NH- reduziert wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9 oder 11, bei dem als Reduktionsmittel BIL,- verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem der vorstchenden Anspriichs, bei dem man den Wirkstoff oder HES vor der Herstellung 

des Konjugates an einen Linker bindet, 25 

14. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem man Ilydroxvethylstarke mit einem mittleren Mo- 
lekulargewicht (Gewkhtsmittel) von 1 bis 300 kDa verwendet. 

15 . Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, bei dem man Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Mo- 
lektilargewicht von 2 bis 40 kDa verwendet. 

16. Verfahren nach einem der vorstchenden Anspriiche, bei dem man Hydroxyelhylsliirke mit einem molaren Sub- 30 
stitutionsgrad von 0, 1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von G 2 : ^-Substitution im Bereich von 2 bis 20, jeweils bezogen 
aufdielhuo etliylgniDf u verwendet. 

17. HES-Wii 1 1 K< ljuga ert Jiheh nach einem der Anspriiche 1 bis 17. 

1.8. Verfahren zur Herstellung eines Ar/.nei- oder Diagnosemittels, umfassend Schritte bei denen man ein HES- 
Wirkstoff-Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 1 6 herstellt und mit einem ph itn 1 - itisch vei glichenTra- 35 
ger, Adjuvans ocer Hilfsstoff vcrmischl. 
19, Mittel, erhaltlich nach Anspruch 18. 
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Fig. 8: Obere Aufnahme: SDS-PAGE der Kopplungsreaktionen III 
(Verfahren A und B) zwischen HSA und oxHES 130 kD und 
HES 130 kD, respektive, mit Silberf arbung {Bahn 1: 
Kopplung III Verfahren A); Bahn 2: Transferin; Bahn 3: 
Creatinase; Bahn 4: nicht-modif iziertes HSA; Bahn 5: 
Kopplung III {Verfahren B); Bahn 6: Marker). 

Untere Aufnahme: Western Blot mit Glykan-Nachweis 
derselben Proben, wobei Transferin {Bahn 2) als 
Positiv-Kontrolle und Creatinase (Bahn 3) sowie HSA 
(Bahn 4) als Negativ-Kontrolle fungieren. 
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SDS-PAGE, silbergefaibt, 12 % PAA (oben) und Western 
Blot/Glykan (unten) der Reaktionsraischung aus V. Kopplung 
ox-HES 10 kD rait HSA 
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